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一种检测人ABO血型试纸条、制备方法、检测

方法及应用，生物医药领域，包括聚酯板以及与

聚酯板上边缘粘结的吸水纸，在聚酯板上表面沿

层析方向依次铺设有样品垫和预先包被好抗A、

抗B和抗RBC的硝酸纤维素膜，且硝酸纤维素膜的

上边缘与吸水纸的下边缘搭接，样品垫上铺设有

溶血剂和细胞膜荧光染料。本发明提供一种检测

人ABO血型试纸条的制备方法，通过该制备方法

能制备出血型检测配套试剂不需低温保存，操作

简单，灵敏度高的试纸条。此外，还提供一种检测

人ABO血型的试纸条，该试纸条可以在短时间内

完成多个抗原项目的联合检测，操作简便快捷，

对操作人员专业技术水平要求低，适合于临床检

测，快速获得检测结果。
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1.一种检测人ABO血型的试纸条，其特征在于，包括聚酯板以及与聚酯板上边缘粘结的

吸水纸，在所述聚酯板上表面沿层析方向依次铺设有样品垫和预先包被好抗A、抗B和抗RBC

的硝酸纤维素膜，且所述硝酸纤维素膜的上边缘与所述吸水纸的下边缘搭接，所述硝酸纤

维素膜的下边缘与所述样品垫的上边缘粘接，所述样品垫上铺设有溶血剂和细胞膜荧光染

料。

2.根据权利要求1所述的检测人ABO血型的试纸条，其特征在于，所述溶血剂为表面活

性剂，优选的，所述表面活性剂包括Triton  X-100，所述Triton  X-100的浓度为0.05-1％，

优选浓度0.1％，所述Triton  X-100在一根试纸条上的添加量为30-60ul；

优选的，所述Triton  X-100在一根试条上的添加量为40ul。

3.根据权利要求1所述的检测人ABO血型的试纸条，其特征在于，所述细胞膜荧光染料

为长链二烷基羰花青化合物DiO水溶液，所述长链二烷基羰花青化合物DiO水溶液的浓度为

0.1-1.5‰；

优选的，所述长链二烷基羰花青化合物DiO水溶液的浓度为1.0‰。

4.根据权利要求1所述的检测人ABO血型的试纸条，其特征在于，所述试纸条外端组装

有卡壳，所述卡壳下方开设有加样孔。

5.一种如权利要求1-4任一项所述的检测人ABO血型的试纸条的制备方法，其特征在

于，包括如下步骤：

(1)提供吸水纸、包被有抗A、抗B和抗RBC的硝酸纤维素膜以及铺设有溶血剂和细胞膜

荧光染料的样品垫；

(2)将所述吸水纸、所述硝酸纤维素膜以及所述样品垫依次铺设在聚酯板上，以形成检

测试纸条大板。

6.根据权利要求5所述的检测人ABO血型的试纸条的制备方法，其特征在于，所述步骤

(2)还包括，将所述检测试纸条大板用切刀机分切成预设规格的试纸条初品，将所述试纸条

初品与对应规格的带有加样窗口的卡壳组装形成检测人ABO血型试纸条。

7.根据权利要求5所述的检测人ABO血型的试纸条的制备方法，其特征在于，所述步骤

(1)中硝酸纤维素膜上的抗体采用包被缓冲液进行包被，所述抗体的包被浓度为1-5mg/mL，

所述包被缓冲液包括磷酸缓冲液和蔗糖，所述磷酸缓冲液的浓度为10-50mmol，pH为7.2-

7.5，所述蔗糖的浓度为0.8-1.5％；

优选的，所述磷酸缓冲液的浓度为30mmol，pH为7.5，所述蔗糖的浓度为1％。

8.一种使用如权利要求1-4任一项所述的试纸条的检测人ABO血型的方法，其特征在

于，包括如下步骤：在加样孔中加入全血样本5-10μL，待样本与样品垫充分接触后，滴加1-3

滴10mmol，pH7.4的PBS样本冲洗液，12-15分钟后，在484nm波长下的激发光下，即可检测到

501nm发射光信号。

9.根据权利要求8所述的检测人ABO血型的方法，其特征在于，所述检测人ABO血型的方

法包括将所述试纸条插入配套的免疫荧光检测仪进行检测。

10.一种人ABO血型检测试剂盒，其特征在于，包括如权利要求8所述的试纸条和样本冲

洗液。
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一种检测人ABO血型试纸条、制备方法、检测方法及应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物医药领域，具体而言，涉及一种检测人ABO血型试纸条、制备方法、

检测方法及应用。

背景技术

[0002] 根据红细胞表面有无特异性抗原(凝集原)A和B来划分的血液类型系统。ABO血型

系统是根据凝集原A、B的分布把血液分为A、B、AB、O四型。红细胞上只有凝集原A的为A型血，

其血清中有抗B凝集素；红细胞上只有凝集原B的为B型血，其血清中有抗A的凝集素；红细胞

上A、B两种凝集原都有的为AB型血，其血清中无抗A、抗B凝集素；红细胞上A、B两种凝集原皆

无者为O型，其血清中抗A、抗B凝集素皆有。具有凝集原A的红细胞可被抗A凝集素凝集；抗B

凝集素可使含凝集原B的红细胞发生凝集。人体血液红细胞上有Rh抗原(又称D抗原)的，称

为Rh阳性。这样就使已发现的红细胞A、B、O及AB四种主要血型的人，又都分别一分为二地被

划分为Rh阳性和阴性两种。

[0003] 目前常用的血型检测方法有混合凝集法、微柱凝胶法、层析凝集法等，这些方法均

利用抗原抗体免疫凝集反应来实现血型检测。现有技术存在以下缺陷，其中，混合凝集法的

配套试剂需低温保存；微柱凝胶法的试剂操作比较麻烦，需要离心；层析凝集法灵敏度低，

容易漏检等问题。

[0004] 此外，现有技术对操作人员专业技术水平要求较高。

[0005] 鉴于此，特提出本发明。

发明内容

[0006] 本发明的第一目的在于提供一种检测人ABO血型试纸条的制备方法，通过该制备

方法能制备出血型检测配套试剂不需低温保存，操作简单，灵敏度高的试纸条。

[0007] 本发明的第二目的在于提供一种检测人ABO血型的试纸条，该试纸条可以在15分

钟内在一根试条上完成多个抗原项目的联合检测，操作简便快捷，对操作人员专业技术水

平要求低，适合于临床检测，快速获得检测结果。本发明还可配合仪器检测，避免人为判读

带来的误判。

[0008] 本发明的第三目的在于提供一种检测人ABO血型的试纸条的检测方法，该检测方

法操作简便快捷，对操作人员专业技术水平要求低。

[0009] 本发明的第四目的在于提供一种检测人ABO血型检测试剂盒，该试剂盒检测灵敏

度高，可以配合仪器检测，避免人为判读带来的误判。

[0010] 一种检测人ABO血型的试纸条，包括聚酯板以及与聚酯板上边缘粘结的吸水纸，在

聚酯板上表面沿层析方向依次铺设有样品垫和预先包被好抗A、抗B和抗RBC的硝酸纤维素

膜，且硝酸纤维素膜的上边缘与吸水纸的下边缘搭接，硝酸纤维素膜的下边缘与样品垫的

上边缘粘接，样品垫上铺设有溶血剂和细胞膜荧光染料。

[0011] 在本发明应用较佳的实施例中，上述溶血剂为表面活性剂，优选的，表面活性剂包
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括Triton  X-100，Triton  X-100的浓度为0.05-1％，优选浓度0.1％，Triton  X-100在一根

试纸条上的添加量为30-60ul；

[0012] 优选的，Triton  X-100在一根试纸条上的添加量为40ul。

[0013] Triton  X-100(聚乙二醇辛基苯基醚)是一种非离子型表面活性剂(或称去污剂)。

分子量为646.86(C34H62O11)。Triton  X-100能溶解脂质使红细胞膜破碎并释放血红蛋白，从

而使破碎的红细胞膜可以通过层析作用经过硝酸纤维素膜；本发明还通过使用Triton  X-

100的浸润作用，破坏待测血样中红细胞的细胞膜通透性，从而有利于红细胞上的凝集原A、

凝集原B和Rh抗原分别与试纸条硝酸纤维素膜上的预先包被抗A、抗B和抗RBC快速特异性结

合，从而加快检测的速度；本发明中Triton  X-100还可辅助DiO的溶解。

[0014] 在本发明应用较佳的实施例中，上述细胞膜荧光染料为长链二烷基羰花青化合物

DiO水溶液，长链二烷基羰花青化合物DiO水溶液的浓度为0.1-1.5‰；

[0015] 优选的，长链二烷基羰花青化合物DiO水溶液的浓度为1.0‰。

[0016] DiO是一种亲脂性的荧光染料，可以用来染细胞膜和其它脂溶性生物结构。DiO荧

光染料进入细胞膜后，DiO在整个细胞膜上扩散，最佳浓度时可以使整个细胞膜染色。DiO在

进入细胞膜之前荧光非常弱，当与细胞膜结合后其荧光强度大大增强，DiO被激发后可以发

出绿色的荧光，具有很高的淬灭常数和激发态寿命。可以用标准的FITC滤光片检测。

[0017] DiO通常不会明显影响细胞的生存力(viability)，因此被广泛用于正向或逆向

的，活的或固定的神经等细胞或组织的示踪剂或长期示踪剂(long-term  tracer)。除了最

简单的细胞膜荧光标记外，还可以用于检测细胞的融合和粘附，检测发育或移植过程中细

胞迁移，通过FRAP(Fluorescence  Recovery  After  Photobleaching)检测脂在细胞膜上的

扩散，检测细胞毒性和标记脂蛋白等。

[0018] 本发明为了避免血样中血红色的干扰，优选DiO荧光染料，利用其在484nm的激发

光下能够发射501nm的发射绿色荧光的原理，实现红细胞细胞膜的荧光标记检测。

[0019] 在本发明应用较佳的实施例中，上述试纸条外端组装有卡壳，卡壳下方开设有加

样孔。

[0020] 一种检测人ABO血型试纸条的制备方法，包括如下步骤：

[0021] (1)提供吸水纸、包被有抗A、抗B和抗RBC的硝酸纤维素膜以及铺设有溶血剂和细

胞膜荧光染料的样品垫；

[0022] (2)将吸水纸、硝酸纤维素膜以及所述样品垫依次铺设在聚酯板上，以形成检测试

纸条大板。

[0023] 在本发明应用较佳的实施例中，上述步骤(2)还包括，将检测试纸条大板用切刀机

分切成预设规格的试纸条初品，将所述试纸条初品与对应规格的带有加样窗口的卡壳组装

形成检测人ABO血型试纸条。

[0024] 在本发明应用较佳的实施例中，上述步骤(1)中硝酸纤维素膜上的抗体包被采用

包被缓冲液进行包被，抗体包被的浓度为1-5mg/mL，包被缓冲液包括磷酸缓冲液和蔗糖，磷

酸缓冲液的浓度为10-50mmol，pH为7.2-7.5，蔗糖的浓度为0.8-1.5％；

[0025] 优选的，磷酸缓冲液的浓度为30mmol，pH为7.5，蔗糖的浓度为1％。

[0026] 一种使用上述试纸条的检测人ABO血型的方法，包括如下步骤：在加样孔中加入全

血样本5-10μL，待样本与样品垫充分接触后，滴加1-3滴10mmol，pH7.4的PBS样本冲洗液，
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12-15分钟后，在484nm波长下的激发光下，即可检测到501nm发射光信号。

[0027] 在本发明应用较佳的实施例中，上述检测方法包括将试纸条插入配套的免疫荧光

检测仪进行检测。

[0028] 一种人ABO血型检测试剂盒，包括试纸条和样本冲洗液。

[0029] 本发明实现血型ABO检测的原理为：当待测血样从加样孔上滴加至样品垫上后，样

品垫上的溶血剂Triton  X-100破坏细胞膜的通透性并且破碎细胞膜，从而使血样红细胞上

的凝集原A、凝集原B和Rh抗原更容易与抗体结合。DiO荧光染料在细胞膜通透性改变后，能

够更快的进入细胞膜，凭借DiO荧光染料的脂溶性特性在细胞膜上快速扩散，标记。此时，

DiO荧光染料标记后的待测破碎血红细胞膜沿层析方向进入预先包被好抗A、抗B和抗RBC的

硝酸纤维素膜，若待测血样为A型血，则破碎血样红细胞膜上的凝集原A与硝酸纤维素膜上

的抗体A特异性结合，过量的破碎红细胞膜上的凝集原A与硝酸纤维素膜上的抗RBC抗体特

异性结合，这样血样中含有凝集原A的破碎红细胞膜就被锚定于硝酸纤维素膜上抗A抗体和

抗RBC抗体形成的抗A检测线和抗RBC质控线上，而待测血样A型血红细胞膜上由于不含凝集

原B，所以硝酸纤维素膜上抗B抗体的检测线上无法锚定相应的抗原，也没有DiO荧光染料标

记的破碎红细胞膜停留于抗体B的检测线。过量的待测血样经过硝酸纤维素膜时，滴加样本

冲洗液，利用吸水纸将过量的待测血样从硝酸纤维素膜上吸收，12-15分钟后，通过484nm波

长的激发光激发DiO荧光染料发生电子能级跃迁，在501nm波长处有最大检测发射峰，在免

疫荧光检测仪上可以观测到抗A检测线和抗RBC质控线有绿色荧光，而抗B检测线上无绿色

荧光。若待测血样为B型，则在免疫荧光检测仪上可以观测到抗B检测线和抗RBC质控线有绿

色荧光，而抗A检测线上无绿色荧光；若待测血样为AB型，则在免疫荧光检测仪上可以观测

到抗A、B检测线和抗RBC质控线有绿色荧光；若待测血样为O型，则在免疫荧光检测仪上可以

观测到抗RBC质控线有绿色荧光，而抗A、B检测线上无绿色荧光。

[0030] 长链二烷基羰花青化合物是一类亲脂性荧光染料家族，包括DiO，DiR，DiI和DiA。

[0031] 在其他实施例中，细胞膜荧光染料还可以是DiI，即DiIC18(3)，1,1'-dioctadecyl-

3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanineperchlorate，呈现橙红色荧光。DiI是一种亲脂

性膜染料，进入细胞膜后可以侧向扩散逐渐使整个细胞的细胞膜被染色。

[0032] DiI在进入细胞膜之前荧光非常弱，仅当进入到细胞膜后才可以被激发出很强的

荧光。DiI被激发后可以发出橙红色的荧光，其中，最大激发波长为549nm，最大发射波长为

565nm。

[0033] 此外，在其他实施例中，上述荧光染料还可以用其他颜色染料替换，使用颜色染料

可以直接采用目测判断或配套仪器判定。

[0034] 本发明具有以下有益效果：

[0035] 本发明提供一种检测人ABO血型试纸条的制备方法，通过该制备方法能制备出血

型检测配套试剂不需低温保存，操作简单，灵敏度高的试纸条。本发明的还提供一种检测人

ABO血型的试纸条，该试纸条可以在15分钟内在一根试条上完成多个抗原项目的联合检测，

操作简便快捷，对操作人员专业技术水平要求低，适合于临床检测，快速获得检测结果。本

发明还可配合仪器检测，避免人为判读带来的误判。本发明还提供了一种检测人ABO血型的

试纸条的检测方法，该检测方法操作简便快捷，对操作人员专业技术水平要求低。此外，本

发明还提供了一种检测人ABO血型检测试剂盒，该试剂盒检测灵敏度高，可以配合仪器检
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测，避免人为判读带来的误判。本发明还设有质控线，可以很好的质控试条的有效性。

附图说明

[0036] 为了更清楚地说明本发明实施例的技术方案，下面将对实施例中所需要使用的附

图作简单地介绍，应当理解，以下附图仅示出了本发明的某些实施例，因此不应被看作是对

范围的限定，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据这

些附图获得其他相关的附图。

[0037] 图1为试纸条的三维结构示意图；

[0038] 图2为试纸条裁剪后的三维结构示意图；

[0039] 图3为试纸条的俯视图。

[0040] 图标：100-吸水纸；200-聚酯板；300-硝酸纤维素膜；400-样品垫；500-卡壳；510-

加样孔；520-检测A线；530-检测B线；540-质控线；600-试纸条。

具体实施方式

[0041] 为使本发明实施例的目的、技术方案和优点更加清楚，下面将对本发明实施例中

的技术方案进行清楚、完整地描述。实施例中未注明具体条件者，按照常规条件或制造商建

议的条件进行。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以通过市售购买获得的常规产

品。

[0042] 以下结合实施例对本发明的特征和性能作进一步的详细描述。

[0043] 实施例1：

[0044] 检测人ABO血型试纸条的制备并用于检测人血样ABO血型。

[0045] (1)在硝酸纤维素膜上预先包被抗A、抗B、抗RBC(做为质控线)。

[0046] 参照图1所示，裁剪出2.5cm*30cm大小的硝酸纤维素膜300，用包被缓冲液配制

3mg/ml的抗体A和抗体B溶液，将包被缓冲液包括30mmol磷酸缓冲液(PH＝7.5) ,1％蔗糖，浓

度为3mg/ml的抗A、抗B和抗RBC溶液分别线状点样作为检测线，抗A的检测线A  520离硝酸纤

维素膜300下边缘6mm，抗B的检测线B  530离硝酸纤维素膜300下边缘10mm，在硝酸纤维素膜

300的另一端线状点3mg/ml的抗RBC作为质控线540。

[0047] (2)样品垫的制备

[0048] 参照图1所示，裁剪出2cm*30cm大小的玻璃纤维样品垫400，在玻璃纤维样品垫400

上铺装3mL的溶血剂，溶血剂由0.1％Triton-100水溶液组成，在3mL的溶血剂中添加30μL的

1‰细胞膜荧光染料长链二烷基羰花青化合物DiO水溶液，混匀后放于37℃烘箱烘干。

[0049] (3)试纸条的组装

[0050] 分别裁剪出8cm*30cm大小的聚酯板200和4cm*30cm大小的吸水纸100，参照图1所

示，将吸水纸100的下边缘与聚酯板200上边缘搭结，在聚酯板200上沿层析方向依次装上样

品垫400和装好检测线和质控线540的硝酸纤维素膜300，且硝酸纤维素膜300的上边缘与吸

水纸100的下边缘搭接，硝酸纤维素膜300的下边缘与样品垫400的上边缘粘接。

[0051] 参照图2和图3所示，将检测试纸条600大板用切刀机分切成4mm*8cm规格的检测试

纸条600，最后在试纸条600外端装上开有加样孔510的卡壳500，组装为试纸条600。

[0052] (4)检测与结果判断
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[0053] 检测：取待测血液样本5μL，从试纸条600的加样孔510中加入试纸条600，待血液样

本与样品垫400充分接触接触后(大约在上样后10s)，滴加3滴10mmol，pH7.4的PBS样本冲洗

液，15分钟后，将试纸条600插入配套的免疫荧光检测仪进行检测。设置免疫荧光检测仪的

激发波长为484nm，检测波长为501nm。

[0054] 结果判断：参照表1所示，+表示在484nm激发光下有501nm波长的发射光信号；-表

示在484nm激发光下无501nm波长的发射光信号。若检测线A  520和质控线540均有检测到

501nm波长的发射光信号，而检测线B  530未检测到501nm波长的发射光信号，则待测血型为

A型。若检测线B  530和质控线540均有检测到501nm波长的发射光信号，而检测线A  520未检

测到501nm波长的发射光信号，则待测血型为B型。若检测线A  520、检测线B  530和质控线

540均有检测到501nm波长的发射光信号，则待测血型为AB型。若质控线540有检测到501nm

波长的发射光信号，而检测线A  520和检测线B  530未检测到501nm波长的发射光信号，则待

测血型为O型。若质控线540未检测到501nm波长的发射光信号，则判断结果不可靠或样本中

无血型抗原。

[0055] 表1血型判断标准

[0056]

[0057] 以上所述仅为本发明的优选实施例而已，并不用于限制本发明，对于本领域的技

术人员来说，本发明可以有各种更改和变化。凡在本发明的精神和原则之内，所作的任何修

改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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